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functionalities.  In the  field of biomimetics, smart surfaces play an  important role. Towards 
their realization, functional polymer nanostructures were immobilized on a conductive metal 
oxide  surface  through  utilization  of  two  different  self‐assembly  phenomena: metal‐ligand 







additional  metal‐binding  domain.  These  functionalized  compartments  were  successfully 




immobilization  of  nanocompartments  on  a  solid  surface  and  introduces  substrate  types, 
appropriate  linker  systems  and  the  formation  of  suitable  nanocompartments  with  the 
corresponding immobilization techniques.  
 







optimization  process  for  stepwise  assembly  of  an  [Fe(tpy)2]2+‐core  as  binding  motif  for 
polymersomes. 
 




























































































































































































and  the  scientific  interest  of  creating  “smart  surfaces”  based  on  the  immobilization  of 




reader  is  introduced  to  the current state of  the art of novel bioinspired materials. Further 
substrate  types  for  surfaces  serving  for  the  immobilization of  the nanocompartments  are 
discussed, which are the fundamental structures used in the later chapters of this work, and 
appropriate  linker  systems  are  presented.  The  formation  of  nanocompartments  and 








Nature  is strange.  It  is harsh and unforgiving. Nature  is also beautiful and  ingenious.  It has 










help  to  study and understand complex processes  taking place  in  living organisms.  In  turn, 






in  nature,  or  on  the  other  hand,  can  be  used  to  design  novel  bioinspired materials.  The 






Polymersomes  especially  find  a  lot  attention  due  to  their  usage  as  nanoreactors  when 
enzymes are encapsulated. The membrane can be equipped with biopores to allow substrates 
and  products  to  pass  the membrane  serving  as  artificial  organelles  if  they  preserve  their 















toughness  and  its brittleness, make  it unsuitable  for  load‐bearing  applications, which  is  a 
disadvantage for material sciences. Titania, on the other hand, comes in various forms. It can 
form opaque or  transparent  films and  is used as  the white pigment  in paint, sunscreen or 
toothpaste. [20] Titania appears in three crystal forms of TiO2, anatase, rutile and brookite. The 
photocatalytical  activity of  the material  is  strongly dependent on  the phase. Rutile  is  the 





clean photocatalyst,  that has been used  for  a broad  range of environmental  applications, 
including water treatment [27] and air purification. [28‐30] Furthermore it is a common additive 
in medical implants, such as dental prostheses (Figure 1.1). Titania shows a strong oxidizing 
power under UV‐light  illumination when  in aqueous or oxygen‐rich environment,  that can 
oxidize (decompose) most organic and inorganic compounds.  [30] Nanosized titania particles 
were even  shown  to have bactericidal effect under  irradiation of UV  light.  [32] This makes 
Titania  an  attractive  component  in  the  destruction  of  microorganisms.  In  nanoparticle 
formation  titania has a wide  range of applications  (Figure 1.1).  [33] Among other uses,  it  is 





























immobilize  macromolecular  structures  on  surfaces,  is  the  metal‐ligand  motif  of  metal 
coordination  complexes. N‐Heterocycles  exist  in  various  forms  and  present  effective  and 
stable  complexation  agents  for  many  transition  metals,  such  as  copper(I),  nickel(II), 
ruthenium(II). This  can be used  to  generate a broad  variety of  supramolecular and highly 




to  the  [Fe(tpy)2]2+‐complex  as  a  binding motif.  Terpyridine was  first  synthesized  in  1931. 
Because of the spatial disposition of its three nitrogen atoms, it can act as a tridentate ligand 




The  stability  of  such  complexes  is  highly  important  for  their  applicability.  The  use  of 
terpyridines as chelating ligands is very promising, because they are well‐known to build highly 























method,  other  nanostructures  can  be  formed  such  as  micelles  and/or  worms.  For  the 
formation  of  polymersomes  equipped with  biomolecules  such  as  enzymes  or membrane 
proteins,  the use of  volatile  solvents  can  affect  their  functionality.  Formation methods  to 
create  polymersomes  are  i)  direct  dissolution  of  the  dry  polymer  powder,  ii)  thin‐film 
rehydration,  iii)  solvent  exchange method  and  iv)  double  emulsion  techniques.  [60‐62]  For 
polymersome  formation  through  film  rehydration,  the method used  in  this  thesis, a block 
copolymer  is  dissolved  in  an  appropriate  organic  solvent  and  subsequently  the  solvent  is 
evaporated, depositing the polymer as a thin film on the flask walls. This film is slowly hydrated 
with  a  solvent  suitable  for  one  of  the  blocks,  typically  water  based  buffers.  Stirring  or 
ultrasonication supports the hydration process and therefore the formation of polymersomes.  






















Solid  supports  based  on materials  such  as  glass  or mica  have  been  previously  used  to 
immobilize  polymer  nanostructures.  Among  others  these  included  hollow‐sphere 
polymersomes,  which  retained  their  functionality  and  responsiveness.  When  designed 
correctly, the set‐up of  immobilizing polymersomes can result  in stimuli‐responsive “active 














for  covalent  attachment  of  PMOXA‐b‐PDMS‐b‐PMOXA  vesicles  containing  carboxylate  or 
amine groups by means of click chemistry [76]. Due to the straightforwardness, the system has 
been proposed as a valid candidate for membrane based filtration and biosensing technology. 
Among  others,  the  biocompatibility  of  PMOXA‐b‐PDMS‐b‐PMOXA  allowed  integration  of 
phosphoglycerate kinase (PK) proteins in the membrane of PMOXA‐b‐PDMS‐b‐PMOXA‐based 
vesicles and subsequent immobilization on to streptavidin covered glass substrates. [77] As a 




In  other  examples,  soft  multifunctional  (pH  and  light  responsive)  polymersomes  were 
attached to solid surfaces by means of strong molecular interactions, such as the example of 
adamantine‐β‐cyclodextrin.  [78]  More  recently,  a  proton  sensitive  fluorescent  dye  was 
encapsulated into methacrylate functionalized PMOXA‐b‐PDMS‐b‐PMOXA vesicles, followed 
by polymersome attachment to thiol functionalized surfaces [79] to obtain an active surface for 
pH  reporting.  Differences  in  pH  of  the  external  environment  lead  to  a  change  in  the 












example,  ribitol  dehydrogenase  (RDH)  enzymes  were  encapsulated  into  aldehyde 
functionalized PMOXA‐b‐PDMS‐b‐PMOXA  vesicles  and  subsequently  attached  to  an  amino 
group‐bearing surface substrate (Figure 1.5). [80] Since polymersome membranes are naturally 




catalysed  the  production  of  antibiotics,  killing  the  surrounding  bacteria.  [81] Astonishingly, 
surface immobilized polymersome nanoreactors were stable over the course of several days. 
The  stability of  the hollow‐sphere polymersomes allowed  the enzyme  to  retain  its activity 
producing a drug, which efficiently inhibited bacterial growth in its surroundings. A first proof 














a  stable,  but  reversibly‐formed  metal  complex  to  immobilize  polymersomes,  which  can 
contain and release different compounds based on the type of polymer used. To achieve this, 
we  exploit  two  self‐assembly  phenomena,  self‐assembly  of  block  copolymers  into 
polymersomes in an aqueous solution and metal‐ligand interactions. Our general strategy is 
shown  in  Figure  1.6.  A  hydroxyl  terminated/bifunctional  amphiphilic  triblock  copolymer, 
poly(2‐methyloxazoline)‐block‐poly(dimethylsiloxane)‐block‐poly(2‐methyloxazoline)  (HO‐
PMOXA6‐PDMS44‐PMOXA6‐OH,  referred to as A6B44A6). (Figure 1.6a) can be oxidized to give  
aldehyde  end  groups,  OHC‐PMOXA6‐PDMS44‐PMOXA6‐CHO  (referred  to  as  A6B44A6‐CHO), 
(Figure  1.6b)  and  then  forms  via  a  self‐assembly  process  spherical  hollow 
nanostructures/nanocompartments  (Figure 1.6c). After  functionalizing  the outer surface of 
the polymersomes with 2,2':6',2''‐terpyridine (tpy) units, through Schiff base condensation of 
the  polymer`s  aldehyde  groups  with  the  primary  amine  of  4‐([2,2':6',2''‐terpyridin]‐4'‐
yl)aniline,  (Figure  1.6d),  we  can  use  the  formation  of  bis(2,2':6',2''‐terpyridine)iron(II) 
complexes upon the addition of iron(II) (Figure 1.6, purple) as a driving force to interconnect 




(in blue and  red)  into nanocompartments: A hydroxy  terminated/ bifunctional amphiphilic  triblock 
copolymer  (a)  can  be  oxidized  to  aldehyde  end  groups  (b)  and  after  self‐assembly  into 



















































































































[73]  T.  Einfalt, D. Witzigmann, C.  Edlinger,  S.  Sieber, R. Goers, A. Najer, M.  Spulber, O. 
Onaca‐Fischer, J. Huwyler, C.G. Palivan, Nature Commun., 2018, 9, 1127. 




























measured  as  a means  to  analyze  the  surface  roughness.  Further,  the  root mean  square 
roughness ܴRMS was calculated to quantify the roughness, which  is also an  indicator of the 









Smart,  nanostructured  surfaces  hold  remarkable  potential  for  applications  in  material 




focus on  the  surface  that  is used as a  solid  support. As part of  the desired versatility,  the 
surface  should  not  only  be  stable  towards  thermal  and  chemical  influences.  For  possible 
biomedical applications, non‐toxicity  is a  requirement. At  the  same  time, all  components, 
including the surface, should be tunable. In this work we focused on a fluorine‐doped tin oxide 
(FTO) coated glass substrate coated with TiO2 as a solid support due to its ability to fulfil the 









roughness  is  a  challenging  task  which  will  be  addressed  in  this  chapter.  Therefore 
commercially available titania electrodes are compared to FTO‐covered glass by imaging and 
determination of Root mean squared roughness (ܴRMS) [15] using AFM. Through manual layer‐











































After  having  determined  the  surface  roughness  of  FTO‐covered  glass,  the  surface  was 
gradually smoothed by the application of titania layers (Figure 2.3).  
 






















Starting  as  described  from  commercial  FTO‐covered  glass,  the  surfaces  were  gradually 
smoothed  by  spin‐coating  layers  of  titania,  called  compact  layers.  The  roughness  was 









































To  illustrate  the  smoothing  process,  starting  from  FTO‐covered  glass,  the  calculated ܴRMS 
values for the various numbers of compact layers were plotted as a function of the number of 
compact  layers  (Figure 2.9). For comparison,  the ܴRMS value  for  the untreated commercial 
electrodes was  also  added  (Figure  2.9*).  The  graph  shows  a  smooth  decrease  in  surface 
roughness up to 7 compact layers, where it seems to reach a plateau indicating that further 
treatment  would  not  lead  to  significantly  smoother  surfaces.  Compared  to  the  starting 
substrate,  FTO‐covered  glass,  after  the  addition  7  compact  layers  the  roughness  was 
decreased to below 10%. Compared to the nanoparticulate titania of the “Test Cell Titania 








which were modified by deposition of  titania  layers; ܴRMS  is derived  from AFM measurements and 
presented as a function of the number of applied TiO2 layers. The surface roughness decreases with 
increasing  numbers  of  TiO2  layers.  For  comparison  the  asterisk  (*)  indicates  the  ܴRMS  value  for 



















by AFM  imaging of  the  coated  surfaces and  the decrease  in  roughness was quantified by 




















































preparation of a  smooth  solid  surface of  titania  covered glass,  this  chapter addresses  the 










water,  saline,  TES  and  HEPES  buffers  cause  less  decolorization  of  the  surface  and  are 
considered  acceptable  for  this  system  whereas  phosphate  buffered  saline  (PBS)  is  very 
effective  at  desorbing  the  [Fe(tpy)2]2+‐complex  off  the  surface  and  should  therefore  be 
avoided. Finally to confirm that the spin‐coated titania layers did not change the desired ability 















The  SALSAC  approach,  the  ´Surface‐as‐ligand,  surface‐as‐complex´  strategy,  was  initially 
developed for stepwise assembly of various copper(I) complexes on a titania surface. [2] It is 
popular  in dye‐sensitized  solar  cell  applications  [3]  and  the  general procedure  is  shown  in 











Coming  to  the  stepwise  assembly,  the  titania  covered  surface  is  first  immersed  in  the 
anchoring  ligand  solution,  yielding  the  surface‐bound  anchoring  ligand.  Secondly,  the 
anchoring ligand binds the metal upon dipping the surface in a solution of a metal salt. The 





















complexes  tend  to be  thermodynamically  stable, but  show a useful  reversibility upon  the 
addition of ethylenediaminetetraacetic acid (H4EDTA), [5] and their MLCT band can be used to 
detect complex formation. The binding motif  in our strategy was therefore based upon the 





To  immobilize polymer vesicles on  the surface, a  linker,  in our case a  [Fe(tpy)2]2+ complex, 














































Figure  3.5.  400  MHz  1H  NMR  spectrum  in  (CD3)2SO  (*)  of  (4‐([2,2':6',2''‐terpyridin]‐4'‐
yl)phenyl)phosphonic acid (ligand 2). 
 



















system.  For  optimization  purposes,  commercially  available  electrodes  were  used  as  the 
substrate. They are covered with nanoparticulate titania, increasing the surface area greatly. 












Solution  1  contains  compound  2  (“anchoring  ligand”,  1mM)  and  different  coadsorbants. 
Coadsorbant  concentrations  are  given  in  Table 2.2.  Solution 2  is  iron(II)  chloride  in water 



















Sample  Compound  Concentration Solvent  Dipping time [h] 
Solution 1  Ligand (2) (anchoring ligand) 
+ coadsorbant  1 mM  DMSO  24 
Solution 2  FeCl2  sat./2 mM  a) water  
b) EtOH  24 
Solution 3  Ligand (2) (capping ligand)  1 mM  DMSO  72 




1:100 Phen  Phenylphosphonic acid  100 mM  100:1 
1:10 Phen  Phenylphosphonic acid  10 mM  10:1 
1:100 Decyl  Decylphosphonic acid  100 mM  100:1 
1:10 Decyl  Decylphosphonic acid  10 mM  10:1 
1:100 tBu  tert‐Butylphosphonic acid  100 mM  100:1  
1:10 tBu  tert‐Butylphosphonic acid  10 mM  10:1 







To  build  the  iron  complex,  4‐(2,2':6',2''‐terpyridin‐4'‐yl)phenylphosphonic  acid  (ligand  2, 
Scheme 3.1) is used as an anchoring ligand and also as the ancillary ligand in the optimization 
process. The [Fe(2)2]2+ complex is generated in a three‐step process as outlined in Figure 3.10. 

































colorless surfaces  in water or  in a solution of  iron(II) chloride  in EtOH,   to which water was 
added, slowly gives rise to purple coloring (Figure 3.12), indicating formation of a heteroleptic 
[Fe(2)2]2+ complex with one surface‐bound 2 and one capping 2 ligand. 
Variation  of  solvents  used  for  the  iron(II)  chloride  solutions  (solution  2),  showed  the 
“protective solvent effect”  in the sense that they prevented the homoleptic surface‐bound 
[Fe(2)2]2+ chromophore from forming when EtOH, MeCN and ethoxyethanol were used (Figure 











surface  after  consecutive  treatment with  the  single  components.  Instead of on  “Test Cell 














DMSO  and  the  frequency  and dissipation  changes were  recorded  in  real  time.  Solution  1 
consisted of a 1 mM solution of ligand 2. Solution 2b was a 2 mM solution of iron (II) chloride 
in EtOH. Solution 3 was a 2 mM solution of 4'‐phenyl‐2,2':6',2''‐terpyridine (ligand 4). Every 
change  of  liquids  during  the measurement was  continued  until  the  frequency  had  been 
stabilized.  After  obtaining  a  stable  baseline with DMSO,  solution  1 was measured. Upon 
stabilization, DMSO flow is reinstated to remove any ligand that is not attached to the surface. 
The  solvent  is  then changed  to EtOH,  followed by  solution 2b and a  rinse with EtOH. The 
solvent is then changed to DMSO, followed by solution 3 and a rinse with DMSO. The data was 
analyzed with  the  Sauerbrey  layer model,  in which  the  change  in mass  is  assumed  to be 












2eq. compared to anchoring  ligand  (2), which  is too high.  If we consider the solvent being 


















bind  polymersomes  to  the  titania  surface, we  found  that  the  solvent  plays  a  key  role  in 
whether or not the homoleptic surface‐bound [Fe(2surface)2]2+ complex  is formed. Our  initial 
findings are  summarized  in Figure 3.15a and b  illustrating  the optimization of  the SALSAC 
approach  for  [Fe(tpy)2]2+  motifs.  The  SALSAC  approach  is  based  upon  the  ability  to 
functionalize a surface with an anchoring and metal‐binding domain, and to react  it with a 
metal ion, followed by an ancillary ligand to generate a surface‐bound heteroleptic complex. 






coloration,  that  is  indicative  of  [Fe(tpy)]2+‐formation  immediately  after  treatment  of  the 






ancillary  ligand  (here:  ligand  2);  b)  Sequential  adsorption  of  2,  followed  by  aqueous  FeCl2  leads 
formation of a homoleptic complex, in which both ligands are surface bound c) Absorption of ligand 2 





hold true  for the surface occupancy of 2  (Figure 3.15c).  [16‐18] Three possible coadsorbants, 
phenylphosphonic acid, n‐decylphosphonic acid and tert‐butylphosphonic acid, are shown in 















there  is no  coadsorbant.  The  following  treatment with DMSO  solution of  2  generated  an 
intense purple colour, that is presumed to be due to the heteroleptic [(2surface)Fe(2)]2+ complex 
with minimal amounts of the homoleptic complex [Fe(2surface)2]2+. 
For  optimization  of  the  ratio  and  type  of  coadsorbant,  we monitored  the  formation  of 
[Fe(2)2]2+ using solid‐state UV‐vis spectroscopy focusing on the MLCT band at 575 nm (Figure 








coadsorbant  (not shown), aqueous  iron(II) chloride  (solid  lines) and anchoring  ligand  (dashed  lines). 
Different  colors  indicate  different  coadsorbants  or  coadsorbant/anchoring  ligand  ratios.  The 
composition of solutions 2 and 3 are given in Tables 2.1 and 2.2.  
After treatment with FeCl2 (Figure 3.16, solid lines), the spectra suggest minimal formation of 
the  [Fe(tpy)2]2+ chromophore. But  the  intensity  increases significantly  (Figure 3.16, dashed 
lines) after a  second  treatment with 2. For better comparison  the  results are plotted as a 
column  graph  in  Figure  3.17.  In  Figure  3.17a)  the  absorbance  at  575  nm  is  plotted  after 
treatment with solution 2 and after solution 3 for every coadsorbant type and ratio. Figure 
3.17b)  shows  the difference between  the  two dipping  steps.  The highest  increase  can be 























been  shown  to  bind more  strongly  to metal  oxide  surfaces  compared  to  carboxylic  acid 
anchoring groups.  [21‐24] The carboxylic acid anchoring group, one that  is commonly used to 
adsorb dyes to titania surfaces, can be desorbed in the presence of water, thus making a poor 
anchoring group  in aqueous systems.  [25‐28] The aim of the studies described  in this chapter 












are known to be desorbed  from TiO2  in water.  [25‐28] Therefore,  for the optimization of the 
SALSAC  method  for  iron  complexes  with  terpyridine  ligands  compound  2,  bearing  a 
phosphonic acid anchoring group, was used as an anchoring ligand.  
 
Figure  3.18.  Schematic  representation  of  the  heteroleptic  [(2surface)Fe(2)]2+  and  the  homoleptic 
[Fe(2surface)2]2+ complex. 




















tert‐butylphosphonic  acid  (coadsorbant).  Following  the  pre‐treatment,  the  surfaces were 






control  (Figure  3.19b).  Comparing  the  surfaces  before  and  after  the  last  treatment,  they 
appear paler in colour.  
 
Figure  3.20.  a)  Surfaces  after  pre‐treatment with  DMSO,  followed  by  anchoring  ligand  and  then 













final  treatment  (Figure 3.19e). The absorbance values at 575 nm are directly compared  in 
Figure 3.19f. The absorbance after  treatment with DMSO  (red) and 4  (blue)  is significantly 
decreased  compared  to  before  (grey).  This  indicates  that  the DMSO  has  some  undesired 
effect. This will be discussed  later  in this chapter. However, the  increased absorbance after 
treatment  with  4  compared  to  treatment  with  pure  DMSO  shows  the  formation  of 
heteroleptic  [Fe(2surface)4]2+ complex, confirming the presence of active  [Fe(tpy)]2+ moieties 
before  the  treatment.  The  even  higher  increase  of  absorbance  after  treatment  with  2, 




consecutively  exposed  to  ligand  2,  followed  by  aqueous  iron(II)  chloride.  The  FTO/TiO2 
surfaces that were pre‐treated with DMSO show deep purple coloration after treatment with 
FeCl2  (Figure 3.20a), revealing  the  formation of surface‐bound  [Fe(2surface)2]2+ complex. The 











surface‐bound  [Fe(2surface)2]2+  complex  is  formed upon  treatment with  FeCl2 and no active 










after  pre‐treatment  of  the  surface with DMSO,  followed  by  anchoring  ligand  and  aqueous  iron(II) 




Absorption  values  taken  from  d)  at  575  nm  before  (grey)  and  after  final  treatment;  after  further 
treatment with pure DMSO(pink), 4 (phtpy, blue) or ligand 2 (red) f) Solid state absorption spectra of 
the surface bound [Fe(tpy)2]2+ chromophore showing the characteristic MLCT. The spectra were taken 





This  could  be  caused  by  either  desorption  of  the  complex  from  the  surface  or  by 
decomplexation through loss of the iron center. To confirm the possible loss of the iron center 
















DMSO,  followed  by  anchoring  ligand,  aqueous  iron(II)  chloride  (dotted  line)  and DMSO  (picture  a, 













Scheme  3.4.  Structures  of  phosphate  buffered  saline  (PBS),  2‐(4‐(2‐hydroxyethyl)piperazidin‐1‐
yl)ethane‐sulfonic acid (HEPES) and N‐[tris(hydroxymethyl)methyl]‐2‐aminoethanesulfonic acid (TES). 
Therefore,  PBS  and  some  other  buffers  which  are  generally  used  for  polymer  vesicle 
formation,  were  investigated  for  their  effect  on  the  surface‐bound  [Fe(tpy)2]2+‐complex. 
Phosphate  buffered  saline  (PBS),  an  aqueous  solution  of  20  mM  2‐(4‐(2‐
hydroxyethyl)piperazidin‐1‐yl)ethane‐sulfonic acid (HEPES) and 50 mM NaCl (further referred 
to  as  HEPES  buffer)  and  N‐[tris(hydroxymethyl)methyl]‐2‐aminoethanesulfonic  acid  (TES), 
whose structures are presented in scheme 3.4), were tested against water and saline (50 mM 
aqueous  NaCl).  Commercial  TiO2  FTO/TiO2  surfaces  were  functionalized  with  homoleptic 





recorded before and after exposure  to  the buffer  solutions  to quantify  the decolorization 
(Figure 3.23a).  Figure 3.23c shows the absorbance at 575 nm for each surface before (grey) 














chromophore  determined  from  a)  at  575  nm  before  (grey,  normalized  to  100%)  and  after  (green) 
submerging into water and different aqueous buffers; d) Differences between pairs of absorption values 
















core,  the  complex  has  to  be  assembled  on  the  smooth  surfaces.  To  verify whether  the 
smoothed surface is capable of binding the desired surface anchors, the homoleptic surface 







FTO/TiO2  surface which  served as  the working electrode  in a  three‐electrode  system with 
platinum wire  as  counter  electrode,  silver wire  as pseudo‐reference  electrode  and  0.1 M 
potassium nitrate as electrolyte. The measurements were not directly referenced and  later 
corrected to the same potential as that in [Fe(tpy)2][PF6]2 (+0.77 V). [29] No redox process was 




























use of coadsorbants had  to be  introduced. These coadsorbants  reduce  the amount of  the 
anchoring ligand, spreading it out on the surface, thus minimizing the formation of homoleptic 
surface‐bound  [Fe(2surface)2]2+.  tert‐Butylphosphonic  acid  and  phenylphosphonic  acid work 
equally well as coadsorbants in a coadsorbant to anchoring ligand ratio of 100:1. With the use 
of an appropriate solvent or the addition of coadsorbants, the formation of the heteroleptic 
[(2surface)Fe(2)]2+  complex  could be  achieved  via  the  SALSAC  approach. We  found  that  the 







for binding with non‐anchoring  terpyridines.  It  is also worth noting,  that  special attention 
should be paid to the use of DMSO as a solvent for ancillary ligands in the stepwise assembly 
of iron complexes. DMSO was shown to, some extend, to take iron out of the complex. For 
our  purposes  this  is  not  a  problem.  Since  we  aim  to  use  the  complex  for  immobilizing 
polymersomes  on  a  surface,  DMSO  will  not  be  necessary  after  FeCl2.  The  final  surface 
treatment will be with aqueous solutions. Therefore various aqueous buffers were tested for 
their influence on the system. We can show, that the phosphate buffered saline (PBS) is very 
effective  at  desorbing  the  [Fe(tpy)2]2+‐complex  off  the  surface  and  should  therefore  be 
avoided. Water, saline, TES and HEPES give less decolorization and are considered acceptable 
for  this  system.  Lastly,  the  smoothed  surfaces,  that  were  optimized  by  layer‐by‐layer 
deposition of spin‐coated titania, were tested to confirm that the spin coated titania  layers 































































The  focus  of  this  chapter  is  on  the  production  of  nanoscale‐sized  vesicles made  out  of  a 
triblock copolymer based on PMOXA‐PDMS‐PMOXA  (A6B44A6) which was modified with an 
aldehyde group to allow their  immobilization of the solid surface via a  linker. The terminal 










The  field of nanotechnology  is  rapidly expanding and polymeric nanocompartments play a 
significant role due to their usage in a vast variety of applications, like drug delivery systems, 
as models for artificial cells, for sensing purposes, or even in food packaging. [1] Reasons for 
this  are  on  one  hand  their  increased  mechanical  stability  compared  with  lipid  vesicles 
(liposomes) and on  the other hand  that  they exhibit biocompatibility and  reduced  toxicity 
depending  on  the  type  of  polymer  used.  [2]  Further,  there  is  the  possibility  to  achieve 




option  to obtain membrane permeability  is  if  the hydrophobic part of  the di‐ and  triblock 
copolymers is flexible enough as, for example, in the case of PDMS. In this case, ion‐channels, 
transporters,  pore‐forming  peptides  and  membrane  proteins  can  be  inserted  with  full 
functionality  into these polymer membranes, which are up to 5 times thicker than the  lipid 
counterparts.  [6] Membrane permeabilization together with the possibility of encapsulating 
enzymes  inside  the  cavities  of  these  polymersomes  allows  the  creation  of  nanoreactors, 
where substrates and products can pass through the membrane via biopores and the enzyme 
reaction can take place inside the confined spaces of the polymersomes.   [7]  
By  immobilizing  polymer  nanocompartments  or  even  nanoreactors  on  surfaces,  the 
functionality of the surface can be greatly increased. Towards our aim of surface‐immobilized 







































Figure  4.3.  400  MHz  1H‐NMR  spectrum  of  aldehyde  terminated  poly(2‐methyloxazoline  ‐ 
poly(dimethylsiloxane ‐ poly(2‐methyloxazoline) (A6B44A6‐CHO) in CDCl3 (*) 
Comparison between the NMR spectra of A6B44A6 (Figure 4.2) and A6B44A6‐CHO (Figure 4.3) 



















red and blue  lines). This establishes  successful oxidation of  the  copolymer hydroxyl  to an 
aldehyde end group. The characteristics of both copolymers, the hydroxy‐terminated A6B44A6 




































Scheme  4.1.  Structure  of  poly(2‐methyloxazoline  ‐  poly(dimethylsiloxane  ‐  poly(2‐methyloxazoline) 

















aldehydic end group of  the polymer with HCl, which  is one of  the products of chloroform 
hydrolysis.  [10]  Alternatively  chloroform  can  be  filtered  through  basic  aluminum  oxide  to 
remove HCl. Upon slow removal of the solvent, the polymer  forms a thin  film on the  flask 
walls. Aqueous buffer  is added and after gentle  stirring overnight,  the  sample  is extruded 
through  a  200  nm  pore  sized  filter.  To  choose  the  optimum  buffer  for  the  surface‐























for  the  [Fe(tpy)2]2+‐based  linking  system.  Therefore, we decided  to  continue with  the use 
HEPES (20 mM HEPES and 50 mM NaCl at pH 5.3) as a buffer for the rest of the project.  
Before proceeding with the polymersome modification, it was necessary to fully characterize 
polymersome  geometry,  size  and  dye  encapsulation  efficiency.  Therefore,  A6B44A6  and 
A6B44A6‐CHO block‐copolymers were formed using the film rehydration [10] method at pH 5.3, 
with  and  without  the  fluorescent  dye  sulforhodamine  B  (1mM  SRB  in  HEPES).  After 
polymersome  formation  and  extrusion  to  200 nm,  the  free dye was  cleaned off by using 
desalting devices,  followed by dialysis  against HEPES.  The polar  fluorescent  SRB  acts  as  a 










FCS,  is a well‐established analysis method of  fluorescence  intensity  fluctuations and holds 
great interest for determining interactions of fluorescent dyes with nanostructures, such as  
binding or encapsulation.  [11, 12]  It was used  to confirm encapsulation of hydrophilic SRB  in 
A6B44A6 and A6B44A6‐CHO polymersomes, as well as  for obtaining sizing  information on the 
vesicular structures (Figure 4.6). The encapsulation of SRB within the polymersomes made out 
of  A6B44A6  and  A6B44A6‐CHO  occurred  during  the  self‐assembly  process  in which  an  SRB 
solution  was  used  for  rehydration.  SRB  encapsulated  inside  the  cavities  of  the  vesicles 
manifests  itself  in  longer diffusion times of 7017 ± 4278 µs for A6B44A6 nanostructures and 









were  CPM  =  321  KHz  and  CPM  =  9.8  KHz  respectively.  Thus,  the  unspecific  binding  is 
determined  to  be  only  a maximum  of  3%  of  the  fluorescence.  The  experimental  auto‐




component model  including  a  triplet  state.  Curves  are  normalized  to  1  a)  autocorrelation 
curves of  free SRB  in HEPES  (black), SRB encapsulated  in A6B44A6 polymersomes  (blue), SRB 
encapsulated  in  A6B44A6‐CHO  polymersomes  (red).  b)  Unspecific  binding:  autocorrelation 
curves of free SRB  in HEPES (black), SRB mixed with A6B44A6 vesicles (blue), SRB mixed with 
A6B44A6‐CHO vesicles (red). 
Light‐scattering,  may  also  be  used  to  gain  insight  into  the  size  and  morphology  of 
nanostructures. Dynamic light scattering (DLS) is a technique that can be used to determine 
the hydrodynamic  radius  (Rh),  as well  as  the  size distribution of particles  in  a  solution or 
suspension. [13] Static light scattering (SLS), on the other hand, can be used to determine the 
radius  of  gyration  (Rg)  and  average  molecular  weight  Mw  of  nanoassemblies  or 
macromolecules  in solution.  In combination, DLS and SLS provide the ρ‐factor, which  is the 
ratio of the two radii: 








This corresponds to what  is seen  in TEM micrographs, which confirm the presence of  large 

















































made by adding only THF  to both polymersomes  from A6B44A6‐CHO and A6B44A6  (samples 
further  referred  to  as  “no  ligand”).  The  Schiff  base  condensation  results  in  the  covalent 












the micrographs  point  towards  the  polymersomes  preserving  their  spherical  shape  upon 













and  characterization  of  polymer  vesicles  and  their  functionalization  with  tpy  units.  The 




self‐assembled  into  nanostructures  with  and  without  the  fluorescent  SRB  and  fully 
characterized by TEM,  light scattering, UV‐vis and FCS. They were shown  to assemble  into 
hollow spheres with dye encapsulation efficiencies of up to 7%, whereas unspecific binding 


















































that  binding  depends  solely  on  the  co‐presence  of  the  ligand  4‐([2,2':6',2''‐terpyridin]‐4'‐
yl)aniline and the aldehyde group on the polymer. We also  found that shaking the sample 












For  their  tunable  properties,  the  application  spectrum  for  active  surfaces  is  broad. 
Applications include self‐healing surfaces, sensors and antibacterial surfaces. [1‐8] One elegant 
strategy towards the creation of active surfaces is the immobilization of nanocompartments 




from  the  environment  by  their  encapsulation  inside  these  confined  spaces  and  if  the 




Figure  5.1.  Schematic  representation  of  stepwise  assembly  process,  that  leads  to  surface‐bound 
polymersomes.  The  ligand  introduced  in  going  from  a)  to  b)  is  ligand  2.  The  tpy‐functionalized 
polymersome introduced in step c) is called ligand 5. Coadsorbants are shown in green. 
Therefore, the focus this chapter is the immobilization of polymersomes on solid surfaces via 
the  [Fe(tpy)]2+‐core unit, meaning all  the  single components, which were optimized  in  the 
previous chapters have now to be put together. (Figure 5.1). The smoothed FTO/TiO2 surfaces 





subsequent  treatment  with  aqueous  iron(II)  chloride  the  active  [Fe(2)]2+  moiety  was 


















sample  “A6B44A6‐CHO  ligand”:  surface‐anchored  [Fe(2)(5)]2+;  e)  reference  “A6B44A6  ligand”: 






and  AFM.  Both  AFM  and  CLSM measurements were  conducted  in  liquid  to  preserve  the 




sample  “7  compact  layers”)  and  with  surface  anchored  [Fe(2)(4)]2+  (Figure  5.2b,  sample 
“complex only”). References were generated assembling [Fe(2)]2+ on the surface followed by 
treatment with  polymersomes  from modified  or  unmodified  polymer without  any  ligand 
(Figure 5.2c, sample “A6B44A6 no ligand” and “A6B44A6‐CHO no ligand”) or polymersomes from 
unmodified polymer with ligand 4 in the same solution (Figure 5.2e, sample “A6B44A6 ligand”). 
The  sample  (Figure 5.2d,  sample “A6B44A6‐CHO  ligand”) with  surface‐bound polymersomes 
was generated by assembling [Fe(2)]2+ followed by treatment with 5. To determine whether 
shaking has an effect on surface binding, some samples were placed on a shaker during the 














show  inhomogeneous  patches  assumed  to  be  agglomerates.  Very  likely  these  remnants 


























Almost  no  fluorescence  is  detectable  when  no  aldehyde  group,  as  is  the  case  for  the 










































The  trend  confirms  the  observations  in  the  graphical  evaluation.  “A6B44A6‐CHO  ligand  no 
shaking”  and  “A6B44A6‐CHO  ligand  shaking”  gave  the  highest  fluorescent  intensities.  The 
fluorescence  is  strongly  decreased  by  the  absence  of  the  aldehyde  groups  on  the 
polymersomes (samples “A6B44A6 ligand” and “A6B44A6 no ligand”). “A6B44A6‐CHO ligand” and 
“A6B44A6‐CHO no  ligand” give similar  fluorescence  intensities, that can be explained by the 
formation  of  agglomerates.  To  compare  the  numerical  values  and  to  determine  the 
significance of the factors ligand and shaking, two way analysis of variance (ANOVA) was used 
(Table 5.1). 






CHO  1  122815.5  122815.5  80.85844  2.16E‐13  *** 




Shaking  1  126.1628  126.1628  0.083062  0.774018   
CHO:Ligand  1  11638.51  11638.51  7.662485  0.007163  ** 
CHO:Shaking  1  961.0777  961.0777  0.632748  0.428964   
Ligand:Shaking  1  260.1544  260.1544  0.171279  0.680208   






a  significant  difference.  Therefore  the  factors  CHO:Ligand  and  CHO:Shaking were  tested. 








ligand”  ([Fe(2)(6)]2+),  a  reference  “A6B44A6‐CHO  no  ligand”  (by  using  polymersomes  from 
modified polymer without any ligand) and a blank (bare and unmodified sensor surface) were 
made. Height traces were measured on the AFM  images to gain  insight  into the shape and 
height of the prominent peaks. 
The  AFM  pictures  taken  from  sample  “A6B44A6‐CHO  ligand”  (Figure  5.14)  display  several 
spherical structures. Their width and height can be determined  from  the measured height 















































Figure  5.20.  3D  representation  of  one  selected  representative measurement  per modified  surface 
(normalized to 40 nm) 





be  seen  in Figure 5.20. The  sample  (Figure 5.20a)  shows  spherical objects of up  to 40 nm 
























































HCl and  titanium ethoxide,  for  the titania precursor solution, were purchased  from Sigma‐
Aldrich. 
Substrate,  Fluorine  doped  tin  oxide  (FTO)  covered  glass  plates,  type  TCO22‐7,  2.2  mm 



























Chemicals  for  ligand  synthesis:  2‐acetylpyridine,  KOH,  4‐bromobenzaldehyde,  diethyl 












Synthesis  of  (4‐([2,2':6',2''‐terpyridin]‐4'‐yl)phenyl)bromide:  The  condensation  of  4‐
bromobenzaldehyde with 2 equivalents of acetylpyridine is reported as a one‐step procedure. 
[2]  KOH  (54.9mmol,  3.08g)  pellets  and  NH3  (58mL)  aq.  were  added  to  a  solution  of  2‐
acetylpyridine  (04mmol,  4.84g,  4.48mL)  and  4‐bromobenzaldehyde  (11.5mmol,  2.12g)  in 
EtOH (100ml) and stirred at RT for 24h (Figure 2.3). The precipitate was filtered, washed with 

















phosphonic  esters  is  a well‐known  reaction  and  should  be  performed  to  allow  for  better 

















































Cyclic  voltammograms  were  recorded  using  a  CH  Instruments  Scanning  Electrochemical 
Microscope. The setup was built as follows: an FTO glass, to which titia compact layers were 




















Synthesis  of  aldehyde  terminated  PMOXA6–PDMS44–PMOXA6,  A6B44A6‐CHO:  The  hydroxyl 
terminated  A6B44A6  was  converted  to  the  aldehyde  terminated  A6B44A6‐CHO  by  a  mild 
oxidation using Dess‐Martin periodinane (DMP), in accordance with a published protocol with 
minor modifications. [7‐10] A6B44A6 in DCM reacts with a small excess of DMP (2.2 eq) in DCM 










































An  ALV/CGS‐8F  goniometer  (Langen,  Germany), with  an  ALV  He‐Ne  laser  (JDS  Uniphase, 


















laser  scanning microscope  (ZEISS  LSM 880,  inverted microscope  ZEISS Axio Observer, Carl 
Zeiss, Germany) with a water  immersion objective  lens (C‐Apochromate 40x/1.2W korr FCS 
M27). Measurements were taken at room temperature with a sample volume of 20 µL on a 
glass  cover  slide. A diode‐pumped  solid‐state 561‐10  laser  (DPSS) at 561 nm was used as 
excitation  source  for  the  excitation  of  SRB  along  with  the  appropriate  filter  sets.  The 
fluorescence signal was measured in real time and the autocorrelation function was calculated 
by a software correlator (Zen Black). Measurements were recorded over 10 s and repeated 30 
times.  Correlation  curves  that  could  not  be  fitted were  excluded  (<20%).  The  structural 
parameter and the triplet state relaxation time for SRB were determined  in dilute aqueous 
SRB  solution  (25 nM). Auto  correlation  curves were  fitted using  a  two‐component model 
including a triplet state. The structural parameter and the triplet state relaxation time of free 
SRB were fixed for the polymersome fitting (Equation 6.2). 






































For  imaging  by  confocal  laser  scanning microscopy  (CLSM),  glass micro  slides  (Assistant, 










height  of  each  prominent  peak.  AFM  for  imaging  of  surface  bound  polymersomes  was 
conducted  in  liquid.  Titania  covered  quartz  crystal  microbalance  chips  (QSense,  LOT‐

























































Functional  polymer  nanostructures were  successfully  immobilized  on  a  conductive metal 


















2. With  the  use  of  an  appropriate  solvent  or  the  addition  of  coadsorbants,  such  as  tert‐
butylphosphonic  acid  or  phenylphosphonic  acid,  the  formation  of  the  heteroleptic 
[(2surface)Fe(2)]2+ complex could be achieved via the SALSAC approach. To account for solvent 
effects, various aqueous buffers were tested for their influence on the system. PBS is able to 















These  functionalized compartments were able  to bind  to  the  tpy‐functionalized surface by 
forming  the  [Fe(tpy)2]2+ motif.   Successful attachment of polymersomes with encapsulated 










and  the  encapsulation  of  enzymes  inside  their  cavities  results  in  nanoreactors,  where 
substrates  and  products  are  able  to  pass  the  membrane.  The  immobilization  of  these 
nanoreactors  on  surfaces  allows  enzymatic  reactions  to  take  place  at  specific  places  on 
demand. Even further if we think about different nanoreactors immobilized next to each other 
on  the  surface,  each  producing  different  kinds  of  products  based  on  different  kinds  of 
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